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ACK   Ammoniumchlorid-Kalium 
ACTB   β-Aktin 
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CD   Differenzierungs-Cluster (Cluster of Differentiation) 
CDK    Cyclin-abhängige Kinase (Cyclin Dependent Kinase) 
CDKN2A  Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor 2A 
CI   Konfidenzintervall (Confidence Interval) 
CRS   Zytoreduktive Resektion (Cytoreductive Surgery) 
CXCR5  CXC-Chemokinrezeptor 5  
DAB   3,3′-Diaminobenzidinetetrahydrochlorhydrat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic Acid) 
EGF   Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 
FACS   Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting) 
FCS   Fetales Kälberserum (Fetal Calf Serum) 
FFPE Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet  
Foxp3   Forkhead-Box-Protein P3  
H3K9me3  Tri-Methyl-Histone H3 
HBSS   Hank's Balanced Salt Solution 
HIPEC  Hypertherme intraperitoneale Chemotherapie 
HPF   High Power Field 
HRP    Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase) 
IFN-γ   Interferon-γ  
IL   Interleukin 
ILC Spezielle Immunzellen an Epitheloberflächen  
(Innate Lymphoid Cells) 
Ki-67    Kiel 67 
KRAS   Kirsten Rat Sarcoma Onkogen 
mRNA  messenger RNA 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex  
(Major Histocompatibility Complex) 
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NK-Zellen  Natürliche Killer-Zellen 
PC   Peritonealkarzinose (Peritoneal Carcinomatosis) 
pCRC   primäres Kolorektales Karzinom (primary Colorectal Cancer) 
PCNA   Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen 
PCR   Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
pKRK   primäres Kolorektales Karzinom 
PMA   Phorbol-12-myristat-13-acetat 
PRG2   Proteoglykan 2 
p21Cip1   Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor 1 
RNA   Ribonukleinsäure (Ribonucleic Acid) 
RPMI    Entwicklungsort des Kulturmediums  
(Roswell Park Memorial Institute) 
RUNX1  Runt-related Transcription Factor 1 
SD   Standardabweichung (Standard Deviation) 
STAT   Transkriptionsfaktor  
(Signal Transducers and Activators of Transcription) 
TC-Zellen  Zytotoxische T-Zellen 
TFH-Zellen  Follikuläre T-Helferzellen 
TGF-β  Transforming Growth Factor-β  
TH-Zellen  T-Helferzellen  
TNF   Tumornekrosefaktor 
Treg-Zellen  Regulatorische T-Zellen 
UICC   Internationale Vereinigung gegen Krebs  
(Union internationale contre le cancer) 
VEGF-A  Vascular Endothelial Growth Factor-A 
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Zusammenfassung der Publikation 
1.1  Einleitung 
Die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V. gibt die Inzidenz des 
primären kolorektalen Karzinoms im Jahr 2012 mit etwa 70.000 Neuerkrankungen pro 
Jahr in Deutschland an. Zum Zeitpunkt der Diagnose des primären kolorektalen 
Karzinoms ist bei etwa 10% der Patienten bereits Peritonealkarzinose festzustellen1. 
Somit ergeben sich etwa 7.000 Patienten pro Jahr mit synchroner peritonealer 
Metastasierung.  
Im Gegensatz zur hämatogenen und lymphogenen Metastasierung des kolorektalen 
Karzinoms, entwickelt sich Peritonealkarzinose durch Tumorzellausbreitung per 
continuitatem ausgehend vom Primärtumor oder durch Tumorzellverschleppung im 
Rahmen der Primärtumorresektion2. Sobald die Tumorzellen Anschluss an die 
Peritonealhöhle gefunden haben, verteilen sie sich mit der zirkulierenden peritonealen 
Flüssigkeit, heften sich durch Zell-Zell-Kontakte an das Mesothel des Peritoneums an 
und durchwandern dies, um in der Lamina propria vaskularisiert zu werden (Abb. 1)3. 
Besonders postoperative Entzündungsreaktionen und immunologische Prozesse, die 
an Wundheilungsvorgängen beteiligt sind, scheinen die Implantation und Proliferation 




Abb. 1: Pathogenese der peritonealen Metastasierung nach Ceelen et al.4  
A) Zellablösung, B) Zelladhäsion, C1) Apoptoseinduktion und Invasion, C2) Degradation und 
Infiltration; BM Basalmembran, ECM extrazelluläre Matrix. 
Sugerbaker et al. und Spratt et al. beschrieben erstmals das Prinzip der hyperthermen 
intraperitonealen Chemotherapie (HIPEC), sowie die Peritonektomie als 
Therapiekonzept für Peritonealkarzinose5–7. Heutzutage bietet, im Gegensatz zur 
palliativen systemischen Chemotherapie8, die komplette zytoreduktive Resektion 
(CRS) gefolgt von HIPEC eine Therapie mit kurativem Ansatz. Trotzdem liegt die 
mediane 5-Jahres-Überlebensrate der Peritonealkarzinose-Patienten bei nur etwa 
30%9–16. Es existiert kein molekularbiologischer oder immunologischer Marker um ein 
Ansprechen auf diese aggressive Therapieform vorherzusagen. 
Um Angriffspunkte für eine zielgerichtete Krebstherapie aufzuzeigen, beschrieben 
Hanahan und Weinberg im Jahr 2000 zum ersten Mal sechs „Hallmarks of Cancer“. 
Diese bestehen aus der Fähigkeit der Krebszellen dem programmierten Zelltod 
(Apoptose) zu entkommen, die Eigenversorgung durch wachstumsstimulierenden 
Signale (Proliferation) zu garantieren und wachstumshemmende Signalwege zu 
blockieren. Zusätzlich ist es für maligne Zellen von Bedeutung, das Wandern in 
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zellfremdes Gewebe zu ermöglichen (Invasion und Metastasierung), über den 
Blutkreislauf ausreichend Nährstoffe zu erlangen (Angiogenese) und über ein 
unbegrenztes replikatives Potential zu verfügen. Diese „Hallmarks of Cancer“ wurden 
2011 um weitere Eigenschaften erweitert (Abb. 2). Dazu gehören das Vermeiden von 
Tumorzell-Zerstörung durch Immunzellen sowie die Erkenntnis, dass sich maligne 
Tumore Mikroumgebungen schaffen, die Einfluss auf die Karzinogenese nehmen17.  
Dabei ist die im Tumormilieu stattfindende Entzündungsreaktion mit Tumorprogression 
verknüpft18. 
 
Abb. 2: Zielgerichtete Krebstherapie anhand von „Hallmarks of Cancer“ nach Hanahan und 
Weinberg 
Bei der Entstehung des primären kolorektalen Karzinom sind Immunzellen und 
Immunmediatoren im Tumormilieu von Bedeutung. Proinflammatorische Zytokine 
führen zu Mutationen in Onkogenen (KRAS) und Tumorsuppressorgenen (APC, 
p53)19,20. B-Zellen und verschiedenen T-Zell-Subtypen zeigen proinflammatorische 
und Tumor-fördernden Eigenschaften. Insbesondere unterstützen die Zytokine von 
Treg- und TH17-Zellen (Treg: IL-10, TGF-β; TH17: IL-17, IL-21, IL-22) das Überleben der 
Tumorzellen und fördern Tumorwachstum. Im Rahmen der angeborenen 
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Immunantwort führen Makrophagen, Dendritische Zellen und Neutrophile 
Granulozyten durch die Produktion von IL-1, IL-6, IL-23, TNF und VEGF zu 
Tumorwachstum und vermitteln Neovaskularisation21. 
Demgegenüber steht die immunologisch gesteuerte Tumorbekämpfung, die das 
Wachstum von Malignomen reguliert, genannt „Tumor-Immunosurveillance“. Im 
Tumormilieu des primären kolorektalen Karzinoms führen CD8+ TC-Zellen, CD4+ TH1-
Zellen und NK-Zellen mit ihren Tumor-hemmenden Eigenschaften durch die 
Produktion von IFN-γ, Perforinen und Granzyme „Immunosurveillance“ aus22. Daraus 
leitet sich ab, dass eine TH1- und TC-Lymphyozyteninfiltration des primären 
kolorektalen Tumormilieus positiven Einfluss auf den klinischen Outcome hat, 
insbesondere in Bezug auf Tumorausdehnung, krankheitsfreies Überleben und 
Gesamtüberleben. Hingegen ist eine niedrige T-Zell Dichte, vor allem an T-
Gedächtniszellen (ehemalige TH1- und TH2-Zellen), sowie eine vermehrte TH17-
Lymphozyteninfiltration der Tumorumgebung mit einer schlechten Prognose des 
primären kolorektalen Karzinoms verbunden23–28. 
Der Einfluss der Immunzellen auf die Karzinogenese, die Tumorausdehnung und die 
Prognose des primären kolorektalen Karzinoms ist bekannt. Im Hinblick auf 
Peritonealkarzinose gibt es hierzu bisher keine Daten.  
Ziel dieser Arbeit ist es, das Tumormilieu von Peritonealkarzinose im Vergleich zum 
primären kolorektalen Karzinom zu beschreiben und aufzuzeigen welchen Einfluss die 
umgebenden Immunzellen auf Tumorzellproliferation, -seneszenz und 
Neovaskularisation haben.  
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1.2  Methoden 
1.2.1 Patienten 
Es wurden Formalin-fixierte, in Paraffin-eingebettete Peritonealkarzinose-Proben (n = 
38), die von 2004 bis 2008 operativ reseziert wurden, analysiert. In die Kontrollgruppe 
wurden Patienten mit primären kolorektalem Karzinom (n = 45) ohne weitere 
Metastasierung eingeschlossen, deren Karzinom zwischen 2004 und 2011 operativ 
entfernt wurde. Es wurden nur Patienten mit Primärtumorlokalisation des Appendix, 
des Colons oder des Rektums zugelassen. Die Proben wurden vom Institut für 
Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg zur Verfügung gestellt. Dabei 
wurden Proben von 21 Männern und 16 Frauen untersucht. Das mittlere Alter der 
Patienten lag bei 52 Jahren (Spannweite 26–78 Jahre). Zur Erfassung der Tumorlast 
wurde der Peritonealkarzinose-Index (PCI) verwendet. Bei einem möglichen Wert von 
0-39, lag der PCI im Mittel bei 16. Für die FACS-Analysen wurden Proben von acht 
Patienten mit der Diagnose Peritonealkarzinose kolorektalen Ursprungs verwendet, 
die 2014 operativ therapiert wurden. Die Resektionen wurden von erfahrenen 
Chirurgen durchgeführt und das Forschungsmaterial im Rahmen von routinemäßigen 
pathologischen Untersuchungen entnommen. Die Daten bezüglich pathologischer 
Diagnose, PCI, TNM Stadium und Überleben stammen aus der Datenbank der Klinik 
für Chirurgie sowie dem Tumorzentrum Regensburg e.V. Diese Arbeit wurde an der 
Klinik für Chirurgie am Universitätklinikum Regensburg unter der Ethikantragsnummer 
14-101-0014 mit schriftlicher Einverständniserklärung der Patienten gemäß der 
Deklaration von Helsinki zu ethischen Grundsätzen für medizinische Forschung am 
Menschen durchgeführt.  
1.2.2 Immunhistochemische Färbungen  
Aus FFPE-Gewebe wurden mit einem Rotationsmikrotom 3 bis 4 μm dicke Schnitte 
angefertigt, auf Objektträger gezogen und nach Anleitung der Hersteller 
immunhistochemische Gewebefärbungen durchgeführt. Dabei wurden das 
ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum Kit (HRP060; Zytomed Systems, Berlin, 
Deutschland) und das ZytoChemPlus (HRP) Anti-Rabbit Kit (HRP060-RB; Zytomed 
Systems) verwendet, welche Blockierungslösung, biotinylierte Sekundärantikörper 
und Streptavidin-HRP-Konjugate enthalten. Die Primärantikörper (Tab. 1) wurden mit 
Antikörperverdünnungslösung (ALI20RI00; DCS, Hamburg, Deutschland) verdünnt. 
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Antikörper Spezies Klonaliät Verdünnung Hersteller 
CXCR5 Hase polyklonal 1:1500 Sigma-Aldrich HPA042432 
IFN-γ Hase polyklonal 1:500 Abcam ab25101 
PRG2 Hase polyklonal 1:500 Sigma-Aldrich HPA038515 
Ki-67 Hase monoklonal 1:100 Abcam ab16667 
H3K9me3 Hase monoklonal 1:500 Cell Signaling #9733S 
PCNA Hase monoklonal 1:5000 Cell Signaling #13110 
p21Cip1 Hase monoklonal 1:200 Cell Signaling #2947 
Cyclin D1 Hase monoklonal 1:100 Cell Signaling #2978 
CDKN2A Maus monoklonal 1:800 Abcam ab54210 
CD34 Maus monoklonal 1:20 Ventana 790-2927 
Foxp3 Ratte monoklonal 1:250 eBioscience 14-4776 
IL-17 Ziege polyklonal 1:50 R&D Systems AF-317-NA 
Tab. 1: Primärantikörper der Immunhistochemie (anti-human)  
Farbsignale wurden mittels DAB Kit (Merck, Darmstadt, Deutschland) oder AEC+High 
Sensitivity Substrate Chromogen Kit (Dako, Hamburg, Deutschland) sichtbar gemacht. 
CD4-, CD8-, CD57-, CD20-, CD79a- und CD138-Färbungen wurden durch das Institut 
für Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg zur Verfügung gestellt. 
Die Färbungen wurden mittels Axio Observer Z1 Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany) dokumentiert. Um positive Färbungen zu quantifizieren, wurden pro 
Gewebeprobe fünf Aufnahmen in 20-facher Vergrößerung (high power field, HPF) 
durch zwei unabhängige Untersucher mittels ImageJ (National Institutes of Health, 
USA) ausgezählt. 
Zur Berechnung der Proliferationsraten wurden die Proliferationsmarker Ki-67, PCNA 
und Cyclin D1 verwendet und mittels folgender Gleichung bestimmt: 𝑃𝑅 =$%&'()	+,-	.-/)01,-0,-%+,%	2,)),%	$%&'()	+,-	.-/)01,-0,-,%+,%	2,)),%	3	$%&'()	+,-	%04(56.-/)01,-0,-,%+,%	2,)),%. Die Seneszenzraten 
wurden anhand der Seneszenzmarker H3K9me3, p21Cip1 und CDKN2A mittels der 
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Gleichung 𝑆𝑅 = $%&'()	+,-	8,%,8&,%5,%	2,)),%	$%&'()	+,-	8,%,8&,%5,%	2,)),%	3	$%&'()	+,-	%04(568,%,8&,%5,%	2,)),% bestimmt.  
Zur Berechnung der Neovaskularisation wurde die Oberfläche der Gefäße mittels 
CD34-Antikörper angefärbt und mittels ImageJ vermessen. Das Programm errechnet 
die Oberfläche in „Square Inch“ (Quadratzoll). Ein Square Inch entspricht 6,4516 cm². 
1.2.3 RNA-Isolation und PCR Array 
Nach Anleitung des Herstellers wurde mittels RNeasy FFPE Kit (73504; Qiagen, 
Hilden, Deutschland) RNA aus FFPE-Gewebeproben isoliert. Es wurden pro Probe 3 
Schnitte mit einer Dicke von 10μm verwendet. Für die Analyse wurde zwei Gruppen 
gebildet. Dabei stellte ein Pool aus zehn Peritonealkarzinose-Gewebeproben die zu 
untersuchende Gruppe dar und ein Pool aus zehn Gewebeproben des primären 
kolorektalen Karzinoms diente als Vergleichsgruppe. Pro Gruppe wurde insgesamt 
900ng RNA verwendet. Die reverse Transkription der RNA wurde mittels RT2 PreAMP 
cDNA Synthesis Kit (330451; Qiagen) mit RT2 PreAMP Pathway Primer Mix Human 
TH1 & TH2 Responses (330241 PBH-034Z; Qiagen) und RT2 PreAMP Pathway 
Primer Mix Human TH17 Response (330241 PBH-073Z; Qiagen) nach 
Herstelleranleitung durchgeführt. Dabei wurde die Expression von Genen, die für TH1-
, TH2- und TH17-Immunantwort von Bedeutung sind, mittels RT2 Profiler PCR Array 
Human TH1 & TH2 Responses (330231 PAHS-034ZA; Qiagen) und RT2 Profiler PCR 
Array Human TH17 Response (330231 PAHS-073ZA; Qiagen) unter Verwendung von 
RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (330500; Qiagen) und einem LightCycler 480 
Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) bestimmt. 
Die Auswertungen der PCR Array Ergebnisse werden als normalisierte (2-∆Ct) 
Genexpression in Peritonealkarzinose im Verhältnis zur normalisierten (2-∆Ct) 
Genexpression im primären kolorektalen Karzinoms angegeben. Eine Hochregulation 
ist in den Graphiken rot markiert, eine Herunterregulation grün. Als Housekeeping-Gen 
dient β-Aktin. 
1.2.4 Zellisolierung 
Peritonealkarzinose-Gewebeproben und Gewebeproben des primären kolorektalen 
Karzinoms wurden in HBSS Medium (14170-088, Gibco, Grand Island, NY, USA) 
manuell zerkleinert und durch ein 100μm und 40μm Nylon-Zellsieb (Schubert & Weiss, 
München, Deutschland) gesiebt. Die so entstandenen Zellsuspensionen wurde bei 
4°C und 1500 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Um rote Blutkörperchen zu entfernen 
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wurde das Pellet mit ACK Lyse Puffer (Lonza Walkersville, Walkersville, MD, USA) 
behandelt und 90 Sekunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 
Zentrifugieren wurden die Zellen in RPMI Medium 1640 (1x)+ GlutaMAXTM (72400-
021, Gibco) mit FCS (Sigma-Aldrich) und Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich) 
gelöst und mit Cell Stimulation Cocktail (00-4975-93; eBioscience), der PMA, 
Ionomycin und Brefeldin A enthält, bei 37°C 3 Stunden stimuliert. Dadurch werden die 
Zellen zur Zytokinproduktion angeregt, während der Golgi-Apparat blockiert wird. 
Somit werden Zytokine angereichert ohne sezerniert zu werden. 
1.2.5 Durchflusszytometrie (FACS) 
Die in der Zellisolierung gewonnenen Zellen der Tumorgewebsarten wurden in FACS 
Puffer, bestehend aus PBS versetzt mit 3% FCS und Natriumazid (Sigma-Aldrich), 
gelöst und mit monoklonalen Antikörpern (Tab. 2) nach Herstellerangaben gefärbt. Für 
die intrazellulären Färbungen wurden die Zellen mittels Fixation/Permeabilization 
Diluent (00-5223-56; eBioscience) und Concentrate (00-5123-43; eBioscience) fixiert 
und permeabilisiert. 
Antikörper Konjugat Hersteller 
CD45 Horizon V500 BD 560777 
CD3 PacBlue Miltenyi Biotec 130-094-363 
CD4 PE Vio770 Miltenyi Biotec 130-094-153 
CD4 PercP Miltenyi Biotec 130-094-963 
CD8 APC Vio 770 Miltenyi Biotec 130-096-561 
CD56 APC Beckman Coulter IM2474 
CD107a PacBlue Miltenyi Biotec 130-095-520 
IFN-γ FITC eBioscience 11-7319-82 
Foxp3 PECy7 eBioscience 25-1178-42 
Perforin PECy7 eBioscience 25-9994-42 
Tab. 2: FACS Antikörper (anti-human, monoklonal) 
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Die FACS-Analysen wurden mit einem FACSCanto II Durchflusszytometer (BD 
Biosciences) durchgeführt. Die dazugehörigen Daten wurden durch die FACS Diva 
Software 6.0 ermittelt und mit der FlowJo Software (Tree Star Inc, Ashland, OR, USA) 
ausgewertet.  
1.2.6 Statistische Auswertung 
Vor der statistischen Auswertung wurde die Normalverteilung der Werte mittels 
Kolmogorov-Smirnow-Test ermittelt. Normalverteilte Daten wurden anhand des 
Student's t-Test, nicht normalverteilte Daten durch den Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, 
ausgewertet. P-Werte ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet und mit einem 
Asteriskus (*) gekennzeichnet. Werte mit P ≤ 0,01 wurden mit (**), P ≤ 0,001 mit (***) 
und P ≤ 0,0001 mit (****) vermerkt. Nicht signifikante Werte, P > 0,05, wurden mit (n.s.) 
gekennzeichnet. Der Mittelwert und die Standardabweichung sind in den Graphiken 
dargestellt. Beziehungen zu Proliferation und Seneszenz der Tumorzellen wurden 
anhand der Pearson-Korrelation mit bivariatem Analyseverfahren ermittelt. Die 
Statistik wurden mittels SPSS Statistics Software (SPSS GmbH Software, München, 
Deutschland) ausgewertet. Graph Pad Prism wurde zur Berechnung der 
Standardabweichung (SD), des Mittelwerts, des Medians und des 95% 
Konfidenzintervalls (CI) aller Daten verwendet. Alle histologischen Auswertungen 
wurden unabhängig und verblindet ausgewertet. Um Reproduzierbarkeit zu 
garantieren wurden nach einiger Zeit stichprobenartig einzelne Proben erneut 




1.3.1 Tumorzellen der Peritonealkarzinose befinden sich in Seneszenz und 
zeigen geringe Proliferationsraten  
Der Einfluss der Tumorumgebung auf die Karzinogenese des primären kolorektalen 
Karzinoms wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht29. Dennoch gibt es kaum 
Informationen zu dem Tumormilieu, welches Peritonealkarzinose umgibt, und dessen 
Auswirkungen auf die Tumorzellen. Um einen Einblick in das Proliferationsverhalten 
und den Zellzyklus der Tumorzellen der Peritonealkarzinose zu erhalten, wurden 
Proliferations- sowie Seneszenzraten der Peritonealkarzinose durch 
Immunhistochemie bestimmt und mit den Zellteilungsraten des primären kolorektalen 
Karzinoms verglichen. Zur Bestimmung der Proliferationsraten wurden die 
Proliferationsmarker Ki-67, Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) und Cyclin D1 
verwendet. Als Marker für Zellen, die sich in Seneszenz befinden, wurden die 
Seneszenzmarker Tri-Methyl-Histone H3 (H3K9me3), Cyclin-abhängige Kinase 
Inhibitor 1 (p21Cip1) und Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A / p16INK4A) 
gewählt.  
Sich schnell und unkontrolliert teilende Tumorzellen sind oftmals ein Kennzeichen von 
aggressiven Malignomen30. Die Anfangsvermutung lautete deshalb, dass die verkürzte 
Lebenserwartung der Patienten mit der Diagnose Peritonealkarzinose31 auf eine hohe 
Proliferationsrate der Tumorzellen zurückzuführen ist. Überraschender Weise war das 
Gegenteil der Fall: Tumorzellen der Peritonealkarzinose zeigten signifikant niedrigere 
Proliferationsraten als Tumorzellen des primären kolorektalen Karzinoms. Zusätzlich 
befanden sich bei Peritonealkarzinose signifikant mehr Tumorzellen in Seneszenz 
verglichen mit dem primären kolorektalen Karzinom (Abb. 3 und 4, Tab. 3). Zusätzlich 
besteht eine positive Korrelation zwischen den beiden Proliferationsmarkern Ki-67 und 





Abb. 3: Immunhistochemische Auswertung der Proliferationsraten anhand der 
Proliferationsmarker Ki-67, PCNA und Cyclin D1 
 
Abb. 4: Immunhistochemische Auswertung der Seneszenzraten anhand der 




















































































































































Zellteilungsrate PC (Rate/HPF) KRK (Rate/HPF)  
MW±SD 95% CI n MW±SD 95% CI n P 
Proliferation        
Ki-67 0.16±0.10 0.12-0.19 35 0.30±0.15 0.24-0.37 23 0.0006 
PCNA 0.17±0.10 0.14-0.21 39 0.48±0.13 0.43±0.52 39 <0.0001 
Cyclin D1 0.10±0.04 0.09-0.12 39 0.20±0.07 0.18-0.22 41 <0.0001 
Seneszenz        
H3K9me3 0.39±0.18 0.33-0.45 37 0.05±0.09 0-0.11 10 <0.0001 
p21Cip1 0.23±0.09 0.20-0.26 39 0.16±0.12 0.12-0.20 42 0.0005 
CDKN2A 0.60±0.12 0.56-0.64 40 0.22±0.12 0.18-0.26 42 <0.0001 
Tab. 3: Statistische Auswertung der Proliferations- und Seneszenzraten 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Tumormilieu im Peritoneum während der 
peritonealen Metastasierung des primären kolorektalen Karzinoms Seneszenz und 
Proliferationsarrest in Tumorzellen fördert. 
1.3.2 Die peritoneale Metastasierung des primären kolorektalen Karzinoms wird 
von einer Änderung der Immunzellinfiltration im Tumormilieu begleitet 
Um die Immunzellen zu bestimmen, die sich in der Tumorumgebung des primären 
kolorektalen Karzinoms und der Peritonealkarzinose befinden und somit Einfluss auf 
die Tumorzellen nehmen, wurden Gewebeproben beider Tumorentitäten im Hinblick 
auf die Immunzellmarker CD4, CD8, CD57, CD20, CD79a, CD138, CXCR5 und PRG2 
immunhistochemisch gefärbt. Der CD4-Rezeptor ist ein Glykoprotein das unter 
anderem an der Oberfläche von TH-Zellen vorkommt, der CD8-Rezeptor ist in der 
Zellmembran von TC-Zellen verankert und das CD57-Antigen wird neben CD56 von 
aktivierten NK-Zellen exprimiert. Das Antigen CD20 ist ein sich auf der 
Membranoberfläche von B-Zellen befindendes, glykosyliertes Phosphoprotein. CD79a 
und CD138 dienen als Oberflächenmarker für Plasmazellen. CXCR5 ist ein 
Rezeptorprotein, das zur Identifikation von TFH-Zellen verwendet wird. Das Protein 
PRG2 befindet sich in den Granula eosinophiler Granulozyten. 
Die Umgebung von Peritonealkarzinose wird von signifikant höheren Zahlen an 
CXCR5+ TFH-Zellen und CD20+ B-Zellen beherrscht. Zusätzlich findet sich eine 
Tendenz zu einer höheren Anzahl an CD79a+ und CD138+ Plasma-Zellen im Vergleich 
zum primären kolorektalen Karzinom. Das primäre kolorektale Karzinom hingegen 
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zeichnet sich im Vergleich zur Peritonealkarzinose durch signifikant vermehrte CD4+ 
TH-Zellen und tendenziell erhöhte Werte an CD8+ TC-Zellen und PRG2+ eosinophilen 
Granulozyten aus (siehe Tab. 4, Abb. 6).  
Immunzell-
Marker 
PC (Zellen/HPF) KRK (Zellen/HPF)  
MW±SD 95% CI n MW±SD 95% CI n P 
CXCR5 53±18 41-66 10 21±10 13-29 9 0,0009 
CD20 51±32 27-74 10 14±11 6-22 10 0,0029 
CD79a 63±43 32-94 10 31±28 11-51 10 0,0544 
CD138 45±39 16-73 10 21±20 7-35 10 0,0887 
CD4 55±24 38-72 10 286±144 175-397 9 <0,0001 
CD8 77±45 44-109 10 124±88 61-187 10 0,2150 
PRG2 0±2 0-0 10 1±1 0-2 10 0,0019 
CD57 26±11 18-34 10 13±6 9-17 10 0,0068 
Tab. 4: Statistische Auswertung der Immunzell-Marker 
Durchflusszytrometrische Analysen von Gewebeproben aus Peritonealkarzinose und 
primären kolorektalen Karzinom ergaben ebenfalls erniedrigte Werte für CD4+- und 
CD8+-Lymphozyten in Peritonealkarzinose im Vergleich zum primären kolorektalen 
Karzinom.  
 
Abb. 5: FACS Analysen von CD45+CD3+CD4+ und CD45+CD3+CD8+ T-Zellen in der 



































Abb. 6: Immunhistochemische Auswertungen der Immunzellmarker CXCR5, CD20, CD79a, 




Um diese Ergebnisse zu festigen, wurden PCR Arrays mit Gewebeproben aus 
Peritonealkarzinose und primären kolorektalen Karzinom durchgeführt. Die 
verwendeten PCR Arrays detektieren die Expression von 84 Genen, die entweder in 
der TH1- und TH2-Zell-Immunantwort oder in dem regulatorischen Netzwerk von TH17-
Zellen eine bedeutende Rolle spielen. Übereinstimmend mit den 
immunhistochemischen Ergebnissen zeigen die PCR Arrays in Peritonealkarzinose, 
im Vergleich mit dem primären kolorektalen Karzinom, eine Herunterregulation des TC-
Zell-Markers CD8 und des Chemokin Liganden CCL11, der in die Aktivierung und 
Chemotaxis eosinophiler Granulozyten involviert ist (Abb. 7). Zusätzlich konnte in 
Peritonealkarzinose eine ausgeprägte Hochregulation des Zytokines IL-15 festgestellt 
werden. IL-15 fördert die Aktivierung und Proliferation von NK-Zellen.  
 
Abb. 7: Ergebnisse für IL-15, CD8 und CCL11 ermittelt durch PCR Arrays der TH1-, TH2- und 




Die immunhistochemischen Färbungen stützen diese Ergebnisse, da sie aufzeigen, 
dass die Tumorumgebung der Peritonealkarzinose signifikant mehr CD57+ NK-Zellen 
aufweist, als die Umgebung des primären kolorektalen Karzinoms (Tab. 4, Abb. 8). 
 
Abb. 8: Immunhistochemische Auswertungen der NK-Zell-Färbung anhand des NK-
Zellmarkers CD57 in Biopsien der Peritonealkarzinose und des kolorektalen Karzinoms 
Um zu untersuchen, wie sich die Zytotoxizität der Immunzellen bei örtlichen und 
zeitlichen Änderungen des Tumormilieus entwickelt, wie es während des 
Metastasierungsvorganges der Fall ist, wurden FACS Analysen von NK-Zellen in 
unterschiedlichen Tumorstadien durchgeführt. Dabei wurden das primäre kolorektale 
Karzinom ohne peritoneale Metastasierung (pCRC), das primäre kolorektale Karzinom 
mit synchroner Peritonealkarzinose zum Diagnosezeitpunkt (sPC) und metachrone 
Peritonealkarzinose (mPC) als Untersuchungseinheiten bestimmt. Es zeigt sich, dass 
synchrone und metachrone Peritonealkarzinose insgesamt eine erhöhte Anzahl an 
CD56+ NK-Zellen im Vergleich zum primären kolorektalen Karzinom aufweisen. Im 
Hinblick auf Zytotoxizität ergeben sich erhöhte Werte an Perforin- und IFN-γ-
sezernierenden NK-Zellen für synchrone und metachrone Peritonealkarzinose. 
Zusätzlich findet sich in den NK-Zellen der metachronen Peritonealkarzinose eine 
erhöhte Expression des Degranulationsmarkers CD107a, der die funktionelle Aktivität 
von NK-Zellen beschreibt, da CD107a sowohl mit der Zytokinsekretion als auch mit 
der NK-Zell vermittelten Zell-Lyse korreliert. Somit ergeben die FACS Auswertungen 
eine erhöhte Expression von zytotoxisch aktiven NK-Zellen in synchroner und 
metachroner Peritonealkarzinose verglichen mit dem primären kolorektalen Karzinom 
(Abb. 9).  
Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass sich die zelluläre Immunantwort 
während des Metastasierungsprozesses verändert. Die Tumorimmunität wandelt sich 
von einem tumor-hemmendem Milieu im primären kolorektalen Karzinom, dass von 
TC-, TH-Zellen und eosinophilen Granulozyten beherrscht wird, zu einem 
Peritonealkarzinose umgebenden Tumormikromileu, das von B-Zellen und TFH-Zellen 
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geprägt ist und Tumorprogression fördert. Dieser Entwicklung steht eine erhöhte NK-
Zell-Zytotoxizität in der Tumorumgebung von Peritonealkarzinose entgegen. 
 
Abb. 9: FACS Analysen des zytotoxischen Potentials von tumorinfiltrierenden NK-Zellen  
(Zunächst wurden CD56+ NK-Zellen gegatet (1. Spalte) und dann hinsichtlich ihrer Perforin & 
IFN-γ (2. Spalte) und CD107a & IFN-γ (3. Spalte) Expression untersucht) 
 
1.3.3 Nach erfolgter peritonealer Metastasierung ermöglichen erhöhte IFN-γ- und 
TNF-Level im Tumormilieu der Peritonealkarzinose „Immunosurveillance“ 
Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Balance von IL-17 und IFN-γ die 
Tumoraktivität des primären kolorektalen Karzinoms beeinflusst24,32. Um 
herauszufinden, wie die Tumor infiltrierenden Lymphozyten und deren Effektorzytokine 
die Veränderungen der Zellproliferationsraten im Rahmen der peritonealen 
Metastasierung des primären kolorektalen Karzinoms beeinflussen, wurden 
Gewebeproben immunhistochemisch auf IFN-γ, IL-17 und Foxp3 gefärbt. IFN-γ wird 
von TH1-Zellen, NK-Zellen und ILC1 sezerniert, IL-17 von TH17-Zellen und ILC3. Foxp3 
wirkt bei der Entstehung von Treg-Zellen als wichtiger Transkriptionsfaktor. Die 
Bedeutung von Treg-Zellen in der Pathogenese des primären kolorektalen Karzinoms 
wurde mehrfach von Forschungsgruppen beschrieben33,34. Zusätzlich ist bekannt, 
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dass die Anwesenheit von Treg-Zellen in der Umgebung des Primärtumors für die 
Metastasierung nötig ist35. Unsere Forschungsergebnisse lassen eine signifikant 
erhöhte Anzahl an IL-17+-Zellen und Foxp3+-Zellen in der Tumorumgebung des 
primären kolorektalen Karzinoms verglichen mit Peritonealkarzinose erkennen (Abb. 
10, Tab. 5).  
 
Abb. 10: Immunhistochemische Auswertungen des Effektorzytokins IL-17 und des 
Transkriptionsfaktors Foxp3 in Biopsien der Peritonealkarzinose und des kolorektalen 
Karzinoms 
Zusätzlich zeigen FACS Analysen ebenfalls erhöhte Level an Foxp3+ Treg-Zellen in der 
Umgebung des primären kolorektalen Karzinoms verglichen mit Peritonealkarzinose 
(Abb. 11).  
 
Abb. 11: FACS Analysen von CD45+CD3+Foxp3+ Tumor infiltrierenden Lymphozyten 
(Zellen wurden auf CD45+ Zellen vorgegatet) 
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Demgegenüber zeichnet sich das Tumormilieu der Peritonealkarzinose durch eine, im 
Vergleich zum primären kolorektalen Karzinom, signifikant erhöhte Anzahl an IFN-γ+-
Zellen aus (Tab. 5, Abb. 12). 
 
Abb. 12: Immunhistochemische Auswertungen des Effektorzytokins IFN-γ in Biopsien der 
Peritonealkarzinose und des kolorektalen Karzinoms 
Immunzell-
Marker 
PC (Zellen/HPF) KRK (Zellen/HPF)  
MW±SD 95% CI n MW±SD 95% CI n P 
IL-17 37±47 21-52 36 64±54 47-81 43 0,0002 
Foxp3 4±2 2-5 10 14±9 8-21 10 0,0013 
IFN- γ 35±22 25-46 20 4±4 3-6 20 <0,0001 
Tab. 5: Statistische Auswertung der Effektorzytokine und Transkriptionsfaktoren 
Die durchgeführten PCR-Arrays unterstützen die immunhistochemischen Ergebnisse 
und zeigen bei Peritonealkarzinose im Vergleich zum primären kolorektalen Karzinom 
eine Hochregulation der Gene, die für die Zytokine IFN-γ und TNF kodieren. Die 
unterschiedlichen IL-17-Untergruppen (IL17-A, -C, -D, -F) sind bei Peritonealkarzinose 
und dem primären kolorektalen Karzinom etwa gleich stark ausgeprägt. Unterschiede 
zeigen sich bei den IL-17-Rezeptoren, welche im primären kolorektalen Karzinom 
hochreguliert sind (Abb. 13).  
Die immunhistologischen und PCR Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur 
beschriebenen Daten zur Balance zwischen IL-17 und IFN-γ überein. Es ist bekannt, 
dass IL-17 die Tumorprogression fördert, IFN-γ dagegen tumorhemmend wirkt36. 
Zusätzlich haben Studien von Braumüller et al. gezeigt, dass, in gleichzeitiger 
Anwesenheit von TNF, IFN-γ zur Wachstumshemmung von Tumorzellen durch die 
Induktion von Seneszenz führen kann37. In Übereinstimmung mit dieser Studie weisen 
unsere Ergebnisse eine positive Korrelation zwischen hohen IFN-γ Werten in der 
Tumorumgebung und gesteigerten Seneszenzraten der Tumorzellen bei 
Peritonealkarzinose-Patienten auf (P = 0.035; n = 35). Deshalb kommen wir zu dem 
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Schluss, dass TH17-Zellen und Treg-Zellen in der Umgebung des Primärtumors die 
Tumorprogression und den Vorgang der Metastasierung unterstützen. Nachdem eine 
peritoneale Metastasierung erfolgt ist, wird die lokale „Tumor-Immunosurveillance“ des 
Immunsystems durch hohe IFN-γ und TNF Level vermittelt. 
 
Abb. 13: Ergebnisse für IFN-γ, TNF, IL-17 und IL-17-R in PCR Arrays der TH1-, TH2- und TH17-
Immunantwort in Biopsien der Peritonealkarzinose und des kolorektalen Karzinoms 
1.3.4 Das Tumormilieu der Peritonealkarzinose fördert ausgeprägte 
Gefäßneubildung 
Hypoxie fördert Neovaskularisation durch die Induktion von Transkription angiogener 
Mediatoren und ist deshalb mit Invasivität und Metastasierung von Malignomen 
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assoziiert. Die oben genannten PCR Arrays zeigen bei dem Vergleich von 
Peritonealkarzinose mit dem primären kolorektalen Karzinom eine Hochregulation an 
Genen, die für Angiogenese verantwortlich sind (Abb. 14); namentlich VEGF-A, 
RUNX1 und CD34. VEGF-A erhöht die Durchlässigkeit der Gefäße, ermöglicht die 
Induktion von Angiogenese und das Wachstum von Endothelzellen. RUNX1 reguliert 
die Differenzierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen zu reifen Blutzellen. CD34 
ist ein Marker für Stammzellen, der auf hämatopoetischen Vorläuferzellen sowie 
Kapillarendothel exprimiert wird. Zusätzlich werden Gene, die für TGF-β1 und TGF-β3 
kodieren, vermehrt exprimiert. TGF-β beeinflusst die Balance von TH17-Zellen und 
Treg-Zellen, weist immunsuppressive Effekte auf die Tumorumgebung auf und 
vermittelt Neovaskularisation. 
 
Abb. 14: Ergebnisse der für Angiogenese-relevanten Genen in PCR Arrays der TH1-, TH2- und 
TH17-Immunantwort in Biopsien der Peritonealkarzinose und des kolorektalen Karzinoms 
Dieses Ergebnis zeigt, dass multiple Faktoren, die für die Angiogenese von Bedeutung 
sind, in der Umgebung von Peritonealkarzinose vorhanden sind. Um aufzuzeigen, 
dass diese Faktoren tatsächlich zu vermehrter Gefäßneubildung in 
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Peritonealkarzinose führen, wurden Gewebeproben immunhistochemisch auf CD34 
gefärbt: Peritonealkarzinose ist gekennzeichnet durch eine signifikant vermehrte 
Angiogenese verglichen mit dem primären kolorektale Karzinom (Abb. 15, Tab. 6). 
 
Abb. 15: Immunhistochemische Auswertung der Neovaskularisation in Biopsien der 
Peritonealkarzinose und des kolorektalen Karzinoms  
Angiogenese PC (Sq Inch/HPF) KRK (Sq Inch/HPF)  
MW±SD 95% CI n MW±SD 95% CI n P 
CD34 4,9±3,4 2,5-7,3 10 0,9±0,5 0,5-1,5 10 0,0089 
Tab. 6: Statistische Auswertung der Angiogenese 
Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass die Tumorzellen der 
Peritonealkarzinose und das umgebende Immunzellinfiltrat die Produktion von 
Angiogenese fördernden Faktoren stimulieren. Daraus resultiert eine ausgeprägte 
Neovaskularisation in der Umgebung der Peritonealkarzinose. 
1.3.5 Tumorzellteilungsraten der Peritonealkarzinose sind von der Balance 
zwischen IFN-γ und IL-17 beeinflusst 
Um zu ergründen, wie das spezielle immunologische Milieu, dass Peritonealkarzinose 
umgibt, die Tumorprogression beeinflusst, wurden die immunhistochemischen 
Ergebnisse mit den Tumorzellteilungsraten korreliert. Auffallend ist, dass eine erhöhte 
Anzahl an IL-17+-Zellen mit einer erhöhten Tumorzellproliferation bei 
Peritonealkarzinose einhergeht (P = 0.04; n = 34). Dagegen korreliert eine erhöhte 
Anzahl an IFN-γ+-Zellen positiv mit vermehrter Seneszenz der Peritonealkarzinose (P 
= 0.035; n = 35). Ebenfalls zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem 
Zellzyklusinhibitor und Seneszenzmarker CDKN2A und dem Marker CD34, der auf 
kapillärem Endothel exprimiert wird (P = 0.026; n = 9). Daraus lässt sich folgern, dass 
entweder Seneszenz oder Neovaskularisation Peritonealkarzinose prägen, abhängig 
von dem umgebenden Tumormilieu. Bemerkenswerterweise korrelieren weder die 
Tumorzellproliferation noch die Tumorzellseneszenz mit dem Peritonealkarzinose-
Index der Patienten. Somit zeigen weder Seneszenz noch Proliferation der 
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Tumorzellen einen Zusammenhang mit dem klinischen Ausmaß der 
Peritonealkarzinose.  
Daraus resultiert, dass die Balance der den Tumor umgebenden Immunzellen, 
abhängig von dem im Tumormilieu vorherrschenden Zytokin, wahrscheinlich die 
Aggressivität der Peritonealkarzinose beeinflusst.  
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1.4  Diskussion 
Der Einfluss des Immunzellinfiltrates auf die Pathogenese21,38 sowie die Prognose24,28 
des primären kolorektalen Karzinoms ist bereits von vielen Autoren beschrieben. Diese 
Informationen fehlen, sowohl in Bezug auf die Entstehung, als auch die 
Tumorprogression von Peritonealkarzinose. Ziel dieser Studie ist es, das 
immunologische Tumormikromilieu der Peritonealkarzinose und dessen Einfluss auf 
Neovaskularisation und Tumorzellproliferation zu beschreiben und zu verstehen wie 
sich dieses Tumormikromilieu während des Metastasierungsvorganges vom primären 
kolorektalen Karzinom zur Peritonealkarzinose verändert. 
Aufgrund der kurzen Lebenserwartung, die mit der Diagnose Peritonealkarzinose 
einhergeht31,39, erwartet man eine hohe Tumorzellproliferationsrate, da diese oft mit 
aggressiven Malignomen assoziiert ist. Die Auswertung unserer histologischen 
Ergebnisse ergibt das Gegenteil: Die Tumorzellen in Peritonealkarzinose zeichnen 
sich durch Proliferationsarrest und signifikant erhöhte Seneszenzraten im Vergleich 
zum primären kolorektalen Karzinom aus. Zellproliferation ist ein biologischer Prozess, 
um die Homöostase von Gewebe zu erhalten. In dieser Studie wurde Proliferation 
mittels den Markern Ki-67, PCNA und Cyclin D1 untersucht40. Das Antigen Ki-67 wird 
von Zellen in der G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus exprimiert.  Ruhenden 
Zellen in der G0-Phase fehlt dieses Antigen41. PCNA wird während der DNA-Synthese 
exprimiert und wirkt als Co-Faktor der DNA-Polymerase, welche während der G1- /S-
Phase des Zellzyklus erhöht ist42. Cyclin D1 ist eine regulatorische Untereinheit der 
Cyclin-abhängigen Kinasen 4 und 6, deren Aktivität für die Transition von der G1- zur 
S-Phase benötigt wird43,44. Die Auswertung der Proliferationsmarker zeigte jeweils 
signifikanten Proliferationsarrest der Peritonealkarzinose verglichen mit dem primären 
kolorektalen Karzinom; dieser kommt vermutlich durch zelluläre Seneszenz zustande. 
Seneszente Zellen sind metabolisch aktiv, können allerdings keine DNA-Replikation 
mehr initiieren und befinden sich dadurch im Wachstumsarrest, meist mit DNA-Gehalt, 
der typisch für die G1-Phase des Zellzyklus ist. Verursacht wird dieser Vorgang durch 
die Expression von Zell-Zyklus-Inhibitoren, wie den Cyclin-abhängigen Kinasen p21Cip1 
und CDKN2A45. Ein zentrales Kennzeichen von Seneszenz sind Seneszenz 
assoziierte Heterochromatin Foci (SAHF). SAHF-Regionen zeichnen sich durch 
Repression von Chromatin aus, wobei die Trimethylierung von Histon 3 Lysin 9 
(H3K9me3) detektiert werden kann46,47. H3K9me3 spielt eine zentrale Rolle im 
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Rahmen der T-Zell-vermittelten „Immunosurveillance“ und ist verantwortlich für 
Immunevasion sowie Progression des Kolonkarzinoms48. CDKN2A inhibiert die Cyclin-
abhängigen Kinasen 4 und 6, verhindert so eine Transition von der G1- in die S-
Phase49,50 und ist ursächlich an der SAHF Formation beteiligt51. p21Cip1 vermittelt den 
p53-abhängigen Zellarrest in der G1-Phase, indem die Aktivität der Cyclin-anhängigen 
Kinasen 2 und 4 gehemmt wird52. Alle Seneszenzmarker (H3K9me3, CDKN2A, 
p21Cip1) zeigen in Peritonealkarzinose signifikant erhöhte Seneszenzraten. Studien 
haben ergeben, dass gesteigerte „Immunosurveillance“  zu Tumorzellseneszenz 
führt53.  
Das Tumormikromileu von Peritonealkarzinose ist im Vergleich zu dem des primären 
kolorektalen Karzinoms von einer signifikant erhöhten Anzahl an NK-Zellen umgeben, 
begleitet von einer ausgeprägten Hochregulation von IL-15, ein Zytokin, welches für 
die Aktivierung und Proliferation von NK-Zellen verantwortlich ist. NK-Zellen spielen für 
die „Tumor-Immunosurveillance“ eine entscheidende Rolle, da sie die Entstehung von 
Tumoren verhindern, sowie deren Wachstum, Ausbreitung und Wiederauftreten 
kontrollieren können54,55. Die Rezeptoren der NK-Zellen sind in der Lage 
verschiedene, zu Aktivierung führende Liganden, die auf Krebszellen exprimiert sind, 
zu binden. Zusätzlich stimuliert die verminderte Expression des MHC-Klasse-I-
Komplexes auf Tumorzellen die NK-Zellen zur Apoptose-Induktion der Zielzelle56. 
Dabei werden durch Degranulation der NK-Zellen zytotoxische Granzyme und Perforin 
frei. Perforin führt zur Perforation der Zellmembran und Formation von Poren. Dadurch 
tritt unter anderem Granzyme B in die Tumorzelle ein und leitet durch die Aktivierung 
von Caspasen den programmierten Zelltod ein. Zusätzlich wirkt auch die Freisetzung 
von IFN-γ und TNF-α durch NK-Zellen zytotoxisch auf Tumorzellen57. Es ist bekannt, 
dass eine ausgedehnte intratumorale Infiltration durch NK-Zellen beim primären 
kolorektalen Karzinom einen Überlebensvorteil bringt58. Unsere Ergebnisse 
demonstrieren, dass die Anzahl der, den Tumor umgebenden, NK-Zellen bei der 
Metastasierung vom primären kolorektalen Karzinom zur Peritonealkarzinose ansteigt. 
Diese NK-Zellen sind hoch zytotoxisch aktiv, sezernieren IFN-γ und treten zusammen 
mit einem hohen Niveau an TNF im Tumormikromilieu von Peritonealkarzinose auf. 
Braumüller et al. haben festgestellt, dass die kombinierte Wirkung von IFN-γ und TNF 
aus TH1-Zellen unmittelbar zu dauerhaften Wachstumsarrest in Krebszellen führt37. 
Das beschriebene Zusammenspiel ist demnach eine mögliche Erklärung für die sich 
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in Seneszenz befindenden Tumorzellen der Peritonealkarzinose und stellt eine durch 
NK-Zellen vermittelte „Tumor-Immunosurveillance“ dar. 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Tumorzellen der Peritonealkarzinose 
mittels Seneszenz einen Escape-Mechanismus entwickelt haben und so etwa für 
Chemotherapeutika kaum greifbar sind. Die derzeitigen Behandlungsstrategien mittels 
Chemotherapeutika, die vorzugsweise auf dem Angriff sich schnell teilender Zellen 
beruhen, sind bei Peritonealkarzinose nicht so effizient, wie in der Behandlung des 
primären kolorektalen Karzinoms. Zukünftig könnte deshalb aus Tumorgewebe, 
welches im Vorfeld im Rahmen einer explorativen Laparotomie entfernt wurde, der 
Ki-67 Index bestimmt werden. Dieser Index kann als Zellproliferationsmarker zur 
Abschätzung dienen, welcher der an Peritonealkarzinose erkannten Patienten von 
einer kompletten zytoreduktiven Resektion mit hyperthermer intraperitonealer 
Chemotherapie im Sinne von Langzeitüberleben und Lebensqualität profitieren und für 
welches Patientengut palliative Chemotherapie oder Best Supportive Care eine 
adäquate Therapie darstellen. Bei Brustkrebs-Patienten dient die 
immunhistochemische Evaluation des Antigens Ki-67 bereits erfolgreich der 
Abschätzung der Krankheitsprognose, sowie der Chemosensibilität des Tumors59.  
Des Weiteren untersucht diese Studie inwieweit sich das tumorumgebende 
Immunzellinfiltrat durch den Progress des primären kolorektalen Karzinom zur 
Peritonealkarzinose verändert. Bindea et al. fanden heraus, dass sich die 
Immunreaktion mit der Tumorprogression verändert60. In frühen Stadien des primären 
kolorektalen Karzinoms sind T-Zell Untergruppen (CD8, CD3, und CD45RO) stark 
ausgeprägt, deren Anzahl sinkt allerdings je weiter der Tumor fortschreitet. Dagegen 
steigt die Dichte an B-Zellen, TFH-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen mit der 
Progression des primären kolorektalen Karzinoms an. Nach der UICC Klassifikation 
stellt das Vorhandensein von Peritonealkarzinose ein Stadium IV des primären 
kolorektalen Karzinoms, und somit ein Spätstadium des Malignoms, dar. In 
Übereinstimmung mit der genannten Studie zeigen unsere Ergebnisse ebenfalls 
erniedrigte Werte für CD4+ TH-Zellen und CD8+ TC-Zellen, und gleichzeitig eine erhöhte 
Anzahl an B-Zellen, Plasmazellen und TFH-Zellen in Peritonealkarzinose. TFH-Zellen 
bewirken die Differenzierung von antigen-spezifischen B-Zellen zu B-Gedächtniszellen 
und Plasmazellen. Eine erhöhte TFH-Zell-Aktivität ist außerdem mit Lymphom-
Entstehung verbunden61. B-Zellen fördern Tumorprogression durch die Einleitung 
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einer STAT3-vermittelte Angiogenese, wie am Beispiel von „B 16 Melanom“- und 
„Lewis Lung Cancer“-Mausmodellen deutlich wird62. Daraus zogen wir den Schluss, 
dass sich das Tumormikromilieu im Verlauf des Metastasierungsvorganges ändert. 
Während das Milieu, welches das primäre kolorektale Karzinom umgibt, reich an TC- 
und TH-Zellen ist, die das Tumorwachstum eindämmen, wird Peritonealkarzinose 
vornehmlich von Immunzellen wie B- und TFH-Zellen infiltriert, die Tumorwachstum 
unterstützen. Diesem Vorgang wirkt die NK-Zell-Infiltration der Peritonealkarzinose 
entgegen. Abhängig davon, ob Tumor fördernde oder Tumor hemmende Immunzellen 
überwiegen, beeinflusst diese Balance die Zellproliferationsraten der 
Peritonealkarzinose. 
Aus den genannten Ergebnissen ergibt sich die Frage, wie es trotz dem vorwiegend 
Tumor hemmenden Immunzellinfiltrat, welches das primären kolorektale Karzinom 
umgibt, zu einer peritonealen Metastasierung kommt. Im Hinblick auf die 
Immunantwort, die Tumorprogression unterstützt, sind in der Umgebung des primären 
kolorektalen Karzinoms TH17-Zellen, damit verbunden IL-17, sowie Foxp3+ Treg-Zellen 
signifikant erhöht. Die Anwesenheit von TH17-Zellen in der Umgebung des 
Primärtumors hemmt die antitumorale Immunantwort und ermöglicht 
Metastasierung35,63. Diese Aussage wird gestützt durch ein Kolonkarzinom-
Mausmodel, welches zeigt, dass das Fehlen von IL-17 das Auftreten von Metastasen 
vermindert64. Zusätzlich unterdrücken Treg-Zellen die Entstehung von NK-Zellen und 
CD8+-Zellen, woraufhin Tumorwachstum, -invasion und Metastasierung erleichtert 
werden65. Weitere Studien müssen zeigen, welchen Einfluss intestinale Permeabilität 
und bakterielle Translokation auf die Entstehung von peritonealer Metastasierung 
haben. Für das primäre kolorektale Karzinom ist bereits bekannt, das dies zu einer 
verstärkten Entzündungsreaktion in der Tumorumgebung führt66.  
Durch die Produktion von systemischen Faktoren wie VEGF-A, TGF-β und TNF 
bewirkt der Primärtumor die Entwicklung von sogenannten prämetastatischen Nischen 
in tumorfremdem Gewebe67. Wie unsere Ergebnisse zeigen, ist das Mikromilieu von 
Peritonealkarzinose reich an VEGF-A, TGF-β und TNF. Diese Zytokin-
Zusammensetzung deutet an, dass bereits eine erfolgreiche Bildung einer 
prämetastatischen Nische stattgefunden hat, woraufhin die Formation einer Metastase 
erfolgt ist. Dieser Vorgang wird, zum einen durch das Fehlen einer hohen TH1-Zell-
Dichte bei Peritonealkarzinose unterstützt, die eine epitheliale Tumorstreuung 
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ermöglicht68,69, zum anderen durch das erhöhte Niveau von TNF und TGF-β. TNF 
fördert, wie experimentelle Modelle für Colitis-assoziierte Tumore demonstrieren, 
Tumorwachstum70,71. TGF-β ermöglicht, über Tumorwachstum hinaus, bei 
fortgeschrittenen Stadien des primären kolorektalen Karzinoms, die Invasion und 
Metastasierung des Tumors72–74. Zusätzlich begünstigen alle genannten Faktoren, 
sowie die beschriebene hohe Dichte an B-Zellen und TFH-Zellen, Neovaskularisation. 
Gefäßneubildungen sind für das Wachstum und die Streuung der Tumorzellen von 
entscheidender Bedeutung. Durch Hypoxie und den TGF-β-Signalweg wird die 
Ausschüttung von angiogenetischen Mediatoren, wie VEGF-A, induziert75. 
Übereinstimmend mit diesem Mechanismus ergeben unsere Versuche signifikant 
mehr Neovaskularisation in der Tumorumgebung der Peritonealkarzinose. Dieses 
Resultat legt nahe, dass die Verwendung von VEGF-A-Antikörpern in der Therapie von 
Peritonealkarzinose ein vielversprechendes Vorgehen darstellt. Ein Mausmodell der 
Karzinogenese des primären kolorektalen Karzinoms beschreibt, dass VEGF- und 
EGF-Rezeptor-Antikörper die Tumor vermittelte Angiogenese, das Überleben der 
gebildeten Endothelzellen und die Entstehung von Aszites mindern76. Derzeit finden 
monoklonale Antikörper gegen VEGF (Bevacizumab) und EGF-Rezeptoren 
(Cetuximab), je nach molekularem KRAS- und BRAF-Status der Patienten77,78, in der 
Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinoms Verwendung. Diese 
Behandlungsstrategien zeigen Nutzen hinsichtlich des Langzeitüberlebens79–81. 
Zusätzlich findet sich in unseren Daten eine negative Korrelation zwischen CD34 
positiven kapillären Endothel und hohen Seneszenzraten. Dieses Ergebnis wird 
gestützt durch eine Studie von Foersch et al., welche aufzeigt, dass ein Fehlen des 
VEGFR-Signalweges bei primären kolorektalen Karzinom zu vermehrter Seneszenz 
führt82. Die Durchführung weiterer Studien ist nötig, um zu sehen, ob das Hemmen von 
angiogenetischen Mediatoren bei Peritonealkarzinose-Patienten, die ein hohes 
Neovaskularisations-Niveau zeigen, zu verbessertem Langzeitüberleben führen kann.  
Zusammenfassend demonstrieren die durchgeführten Versuche, dass sich im Zuge 
der peritonealen Metastasierung des primären kolorektalen Karzinoms das 
umgebende Tumormikromilieu verändert (Abb. 16). Dieser Vorgang führt bei 
Peritonealkarzinose zu signifikant erhöhter Seneszenz der Tumorzellen und 





Abb. 16: Überblick über die Immunantwort im Tumormikromileu der Peritonealkarzinose und 
des primären kolorektalen Karzinoms  
(proliferierende Tumorzellen sind blau, Tumorzellen in Seneszenz rot dargestellt)  
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1.5  Zusammenfassung 
Peritonealkarzinose ist eine Metastasierungsform des primären kolorektalen 
Karzinoms, die mit kurzer Lebenserwartung der Patienten verknüpft ist. Bei Patienten 
mit primärem kolorektalem Karzinom haben die Immunzellen der Tumorumgebung 
Auswirkungen auf Tumorentstehung, -progression, -ausbreitung und den klinischen 
Outcome. Der Einfluss, den das umgebende Tumormikromilieu auf die Pathogenese 
der Peritonealkarzinose hat, ist unbekannt. Deshalb wurde das Immunzellinfiltrat der 
Peritonealkarzinose und dessen Einfluss auf Neovaskularisation und 
Tumorzellproliferation untersucht und mit dem Verhalten des primären kolorektalen 
Karzinom verglichen. 
Dafür wurden mit Gewebe aus Peritonealkarzinose und primären kolorektalem 
Karzinom immunhistochemische Färbungen durchgeführt, die Immunzellen, Zytokine, 
Transkriptionsfaktoren, Zellproliferation, Seneszenz und Angiogenese detektieren. 
Zusätzlich wurden die so gewonnenen Ergebnisse durch FACS-Analysen und PCR 
Arrays, die für die Expression von Genen für die TH1-, TH2- und TH17-Immunantwort von 
Bedeutung sind, gestützt. Alle experimentell erzielten Resultate wurden untereinander 
korreliert. 
Die Tumorzellen der Peritonealkarzinose befinden sich in Proliferationsarrest und 
vermehrt im Stadium der Seneszenz verglichen mit den Tumorzellen des primären 
kolorektalen Karzinoms. Gleichzeitig finden sich im Tumormikromilieu von 
Peritonealkarzinose signifikant erhöhte Raten an IL-15 induzierten, zytotoxisch 
aktiven, IFN-γ produzierenden NK-Zellen und eine Hochregulation von TNF. Zusätzlich 
sind signifikant mehr TFH-Zellen und B-Zellen präsent. Die Umgebung des primären 
kolorektalen Karzinoms zeigt mehr CD4+ TH-Zellen, CD8+ TC-Zellen und eosinophile 
Granulozyten, denen, im Vergleich zur Peritonealkarzinose, eine signifikant erhöhte 
Anzahl an IL-17+ TH17 und Foxp3+ Treg-Zellen gegenüberstehen. Eine Hochregulation 
von Genen, die für die Angiogenese verantwortlich sind, wie VEGF-A, TGF-β und 
CD34, führen zu signifikant vermehrter Neovaskularisation bei Peritonealkarzinose 
verglichen mit dem primären kolorektalen Karzinom. Darüber hinaus korreliert eine 
erhöhte Menge an IFN-γ+-Zellen in der Umgebung der Peritonealkarzinose positiv mit 
einer gesteigerten Seneszenzrate der Tumorzellen. Das Vorhandensein von hohen 
Werten an IL-17+-Zellen ist mit erhöhten Tumorzellproliferationsraten verknüpft. 
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Zusammenfassend lässt sich aus diesen Ergebnissen schließen, dass sich die 
Immunreaktion im Laufe der peritonealen Metastasierung des primären kolorektalen 
Karzinoms ändert, was zur Induktion der Proliferationsarrest und Seneszenz in den 
Tumorzellen von Peritonealkarzinose führt. Dabei verändert sich das 
Tumormikromilieu von vorwiegend Tumor hemmender, TC- und TH-Zell-vermittelter, 
Immunantwort in der Umgebung des primären kolorektalen Karzinoms zu B- und TFH-
Zell-geförderter, Tumorwachstum unterstützender Immunität im Milieu der 
Peritonealkarzinose. TH17-Zellen und Treg-Zellen, die das primäre kolorektale 
Karzinom umgeben, unterstützen die Tumorprogression und die Entwicklung von 
Metastasen. Sobald es zu Metastasierung gekommen ist, fördert eine gesteigerte 
Produktion an VEGF-A und TGF-β eine ausgeprägte Neovaskularisation. Diesem 
Vorgang steht die NK-Zell-vermittelte „Immunosurveillance“ gegenüber. Die 
Produktion von IFN-γ und TNF führt zu Seneszenz der Tumorzellen. Diese Balance 
beeinflusst das Fortschreiten und die Aggressivität der Erkrankung und hat 




Peritoneal carcinomatosis of colorectal cancer is characterized by 
structural and functional reorganization of the tumor 
microenvironment inducing senescence and proliferation arrest in 
cancer cells 
C.T. Seebauer et al., OncoImmunology, 2016 
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Supporting Fig. 1: Immunohistochemical staining of PC and pCRC samples  
(A – H, J – S) 10x magnification 

















Supporting Fig. 2: Flow cytometry analyses of PC and pCRC samples 
(A) Enhanced expression of CD4+ and CD8+ cells in pCRC compared with in PC. 
(B) Higher expression of Foxp3+ cells in pCRC compared with PC. 
(C) Enhanced expression of CD107a+CD56+ cells in PC.  
































Supporting Fig. 3:  
(A) Summary of PCR array results for TH17 immune response.  
(B) Summary of PCR array results for TH1 and TH2 immune response.  
(C) Scatter plot of normalized gene expression of TH17 immune response. 
(D) Scatter plot of normalized gene expression of TH1 and TH2 immune response. 
Fold-Regulation is the normalized gene expression in PC divided the normalized gene 
expression in pCRC represented in a biologically meaningful way. Values greater than two 
indicate a positive- or an up-regulation (marked red), values less than minus two indicate a 
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